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Abstrakt
V bakalářské práci byla popsána funkce interferenčních mikroskopů s bližším rozborem
multimodálního holografického mikroskopu (MHM), který byl zkonstruován v Ústavu fyzi-
kálního inženýrství (ÚFI) Vysokého učení technického v Brně. Dále byl rozebrán princip
optické pasti a blíže byly popsány silové účinky na zachycený objekt s charakteristic-
kým rozměrem větším než vlnová délka zachycujícího svazku. Byla navržena optimalizace
existujícího modulu optické pinzety tak, aby byl modul připojitelný k prototypu MHM
umístěnému na ÚFI. Byla provedena simulace a optimalizace optické sestavy modulu
a byl vytvořen mechanický návrh modulu s výkresovou dokumentací. Modul byl zadán
do výroby.
Summary
This bachelor’s thesis has described the principle of operation of interference microscopes
with closer analysis of multimodal holograpfic microscope (MHM), which has been con-
structed at the Institut of Physical Engeneering (IPE) of Brno University of Technology.
It has also analysed principles of optical trapping and has closely descirebed force effects
on the trapped object with characteristic lenght bigger than wavelenght of trapping beam.
It has designed optimization of existing optical tweezers module so that the module is
connectable to the prototype of MHM, located at IPE. Simulation and optimization of
the optical assembly of module have been performed, the mechanical design of module
with the drawings has been designed. The module has been entered into production.
Klíčová slova
Optická pinzeta, optická mikromanipulace, holografická mikroskopie, multimodální holo-
grafický mikroskop, konstrukční návrh.
Keywords
Optical tweezers, optical micromanipulaiton, holographic microscopy, multimodal holo-
grafic microscope, construction design.
VAVERKA, J.Optimalizace optické pinzety pro multimodální holografický mikroskop. Brno:
Vysoké učení technické v Brně, Fakulta strojního inženýrství, 2014. 39 s. Vedoucí Ing.
Zbyněk Dostál.

Prohlašuji, že jsem svou bakalářskou práci vypracoval samostatně pod vedením Ing.
Zbyňka Dostála a všechny podklady, ze kterých jsem čerpal, jsou uvedeny v seznamu
literatury.
Jan Vaverka

Děkuji Ing. Zbyňku Dostálovi za jeho odborné vedení, trpělivost, cenné rady a připo-
mínky. Dále děkuji Ing. Pavlu Kolmanovi, Ph.D. a Mgr. Věře Kollárové, Ph.D. za jejich
konzultace a rady, Jaromíru Trlidovi a Jaroslavu Fukalovi za poskytnutí technického zá-
zemí a výrobu optické pinzety, Ing. Petru Dvořákovi za pozlacení galvanooptických zrcadel
a Prof. RNDr. Jiřímu Spoustovi, Ph.D. za pomoc při řešení problémů vzniklých v průběhu
řešení bakalářské práce. V neposlední řadě bych chtěl poděkovat své rodině a všem dalším,
kteří si mé poděkování zaslouží.
Jan Vaverka
OBSAH
Obsah
1 Úvod 3
2 Holografická mikroskopie 5
2.1 Historie interferenční mikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.2 Interferenční mikroskopy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.3 Holografické mikroskopy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.4 Multimodální holografický mikroskop . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
3 Optická pinzeta 11
3.1 Princip funkce optické pasti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
3.2 Manipulace s objektem v optické pasti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
4 Návrh optimalizace optické pinzety pro multimodální holografický mik-
roskop 17
4.1 Optická pinzeta s naklápěcími galvanooptickými zrcadly . . . . . . . . . . 17
4.2 Původní podoba modulu optické pinzety . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
4.2.1 Kolimátor laserového svazku . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.2.2 Držák galvanooptických zrcadel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.3 Návrh optimalizace modulu optické pinzety . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
4.4 Konstrukční návrh optimalizovaného modulu optické pinzety . . . . . . . . 26
4.4.1 První část expanderu laserového svazku . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.4.2 Držák zalamovacího zrcadla . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.4.3 Druhá část expanderu laserového svazku . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.5 Postup justáže modulu optické pinzety . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
5 Závěr 35
1
OBSAH
2
1. ÚVOD
Kapitola 1
Úvod
Interferenční mikroskopie umožňuje pozorovat průsvitné objekty na základě změny
fáze světla, které objektem prochází. Mezi interferenční mikroskopy se řadí i holografický
mikroskop. Ústav fyzikálního inženýrství Fakulty strojního inženýrství Vysokého učení
technického v Brně (dále ÚFI FSI VUT) se dlouhodobě zabývá holografickou mikrosko-
pií. Kontinuálně je zde vyvíjen koherencí řízený holografický mikroskop (CCHM1), který
pro pozorování fázových objektů využívá časově a prostorově nekoherentního zdroje osvět-
lení. Holografický mikroskop je vhodným nástrojem pro pozorování živých buněk. V něk-
terých případech je nutné provádět technickou manipulaci s pozorovanými objekty. Druhá
generace CCHM umožňuje připojení pozorovacích a manipulačních modulů, mezi něž patří
i optická pinzeta.
Optická pinzeta funguje na principu silových účinků světla na hmotu. Jako první se
tímto jevem zabýval Johannes Kepler (1571 – 1630), když při pozorování chvostu komety,
který směřuje vždy od Slunce, vyslovil hypotézu, že tento jev je vyvolán radiačním tlakem
slunečního záření. Experimentálně demonstroval tlak záření Pjotr Nikolajevič Lebeděv
(1866 – 1912) [1], který jako první měřil radiační tlak světla na pevnou látku. Experiment
pracoval na principu roztáčení lehkého lopatkového kola intenzivním světlem v prostoru
s vysokým stupněm vakua. Ve stejné době jako Lebeděv se měřením radiačního tlaku
zabývali také Ernest Fox Nichols (1869 – 1924) a Gordon Ferrie Hull (1870 – 1956),
jejichž práce byla popsána v článku [2].
Optická mikromanipulace se začala vyvíjet až po objevení laseru v roce 1960. První
experimenty se zachycením mikročástic silně fokusovaným laserovým svazkem uskutečnil
v roce 1970 Arthur Ashkin (1922) z AT&T Bellových laboratoří [3]. V následujících letech
došlo k řadě modifikací optické pinzety využívající principu optické pasti. Optické pasti
dokázaly zachytávat částice s rozměry srovnatelnými s vlnovou délkou záření (Mieho čás-
tice) i částice výrazně menší než je vlnová délka záření (Rayleigho částice) [4]. Pomocí
optické pasti se Dr. Ashkinovi povedlo uvěznit živé buňky i viry [5] a libovolně je pře-
misťovat [6].
Od té doby se využívá optická pinzeta v mnoha oblastech. V chemii se používá
pro měření mechanických vlastností molekul [7]; v biologii pro studium biologických
motorů [8], vlastností DNA [9], mechanických vlastností polymerů a biopolymerů [10],
nebo pro umělé oplodňování (tzv. in vitro fertilizace) [11]. Ve fyzice byla využita optická
past pro chlazení atomu na velmi nízkou teplotu (v řádu µK), za což získali v roce 1997
Nobelovu cenu za fyziku Steven Chu (1948), Claude Cohen-Tannoudji (1933) a William
D. Phillips (1948).
1Coherence-controled hologprahic microscope
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Cíle bakalářské práce
Cílem této bakalářské práce je optimalizovat dříve navržený modul optické pinzety,
který byl předmětem diplomové práce Ing. Branislava Straky. Modul slouží k zachytá-
vání transparentních biologických vzorků o rozměrech v řádu mikrometrů, pozorovaných
holografickým mikroskopem. Důvodem k těmto úpravám je vysoká hmotnost modulu
a nadměrná délka expanderu laserového svazku, která neumožňuje připojení modulu k ho-
lografickému mikroskopu, jenž je nově obklopen termostatickým boxem.
Cíle bakalářské práce jsou:
• upravit stávající modul s důrazem na miniaturizaci rozměrů a snížení hmotnosti.
• provést optickou simulaci modulu.
• navrhnout rozměrové parametry modulu.
• zhotovit výkresovou dokumentaci modulu a modul zadat do výroby.
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Kapitola 2
Holografická mikroskopie
2.1. Historie interferenční mikroskopie
Počátky zkoumání interference světla sahají do 17. století. Tehdy se vědci zabývali
fundamentální otázkou povahy světla. Proti sobě stála korpuskulární teorie světla, jejímž
zastáncem, byť zdrženlivým, byl Isaac Newton (1643 - 1727) a vlnová teorie světla, kterou
hájil Christian Huygens (1629 – 1695) [12]. Newtonova autorita způsobila, že model světla
jako proudu částic nesoucího energii, byl hojně přijímán širokou odbornou veřejností na-
vzdory experimentům, které provedli Francesco Maria Grimaldi (1618 - 1693), Robert Ho-
oke (1635 - 1703) a další. Jejich experimenty naopak nasvědčovaly vlnové podstatě světla,
k jejímuž širokému přijetí došlo až na začátku 19. století, kdy Thomas Young (1773 - 1829)
svým dvouštěrbinovým experimentem (1801) poskytl nezvratný důkaz o vlnové podstatě
světla. Young pozoroval za dvojštěrbinou interferenční obrazec, který byl vyvolán ohybem
světla na překážce. Youngův pokus sice nebyl ve své době přijímán jako relevantní důkaz
vlnové podstaty světla, avšak pokusy Jeana Augustina Fresnela (1788 – 1827) v následu-
jících letech přesvědčily odbornou veřejnost o tom, že světlo má povahu vlnění. V dalších
letech došlo k masivnímu rozvoji vlnové optiky, o který se zasadili Jean Augustin Fresnel,
Joseph von Fraunhofer (1787 - 1826), Jean-Baptiste Joseph Fourier (1768 - 1830) a další.
James Clerk Maxwell (1831 - 1879) následně v roce 1865 [13] dospěl k elektromagnetické
teorii světla, kterou neodmyslitelně spojil optiku s elektromagnetismem.
Interference světla se prakticky začalo využívat již na konci 19. století. Průkopníkem
byl Albert Abraham Michelson (1852 - 1931), který sestavil v roce 1881 [14] první inter-
ferometr (viz obrázek 2.1), který sloužil k metrologickým účelům.
Obrázek 2.1: Michelsonův interferometr. Z - zrcadla, D - dělič svazku. Převzato z [18].
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Zobrazování fázových objektů užitím interference popsal jako první J. A. Sirks v roce
1893 [15],[16], když navrhl interferenční mikroskop s oddělenou objektovou a referenční
větví. Pět let poté, nezávisle na Sirksově práci, publikoval obdobný koncept Ernst Prings-
heim. V roce 1930 navrhl Frits Zernike (1888 - 1966, nositel Nobelovy ceny za fyziku
udělené v roce 1953) metodu nazývanou klasický fázový kontrast. Metoda spočívá v po-
sunutí fáze světla rozptýleného pozorovaným vzorkem o čtvrtinu periody, čímž je zesílen
posuv vyvolaný průchodem světla skrze vzorek. Nevýhodou metody je halo efekt kolem
zobrazovaných kontur preparát, také nelze kvantifikovat fázi.
První malosériově vyráběné interferenční mikroskopy se objevily až v polovině 20. sto-
letí. Mikroskop navržený W. Krugem a E. Lauem v roce 1951 [15] měl tu výhodu, že
umožňoval změnu způsobu pozorování (reflexní vs. transmisní mód). K dalšímu rozvoji
interferenční mikroskopie došlo v souvislosti s objevem laseru (1960) a především pak
v souvislosti s masivním rozvojem výpočetní techniky na konci 20. století. Interferenční
mikroskopie začala být uplatňována pro kvantitativní pozorování živých buněk bez nut-
nosti užití barviv a tedy i bez rizika ovlivnění preparátu. K tomu bylo využíváno sku-
tečnosti, že optický dráhový rozdíl (dále OPD, podle anglického optical path difference)
způsobený buňkou je úměrný množství buněčné hmoty a je tedy možné vyhodnocovat
změny hustoty vnitrobuněčné hmoty [19],[20].
Mikroskopy, které využívají interference světla, lze rozdělit do dvou základních skupin
podle úhlu, pod kterým interferuje objektový a referenční svazek. Je-li úhel nulový nebo
téměř nulový, hovoříme o In-line mikroskopech, nebo též interferenčních mikroskopech.
Dochází-li k mimoosové interferenci, resp. úhel mezi objektovým a referenčním svazkem
je nenulový, hovoříme o Off-axis mikroskopech, tedy o holografických mikroskopech.
2.2. Interferenční mikroskopy
In-line mikroskopy umožňují použití nekoherentního zdroje světla. Tím zabraňují vzni-
ku nežádoucích artefaktů v obraze, jakými jsou koherentní zrnitost a interference vln
vzniklých difrakcí na nečistotách a aperturách optických elementů. Další výhodou těchto
mikroskopů je, že nulový úhel mezi referenčním a objektovým svazkem umožňuje docílit
efektu hloubkové diskriminace (z lat. discriminare = rozlišovat) zobrazení, tj. vytvoření
optických řezů vzorkem [19]. Nevýhodou interferenčního uspořádání je nutnost zazname-
nat alespoň tři snímky s různým vzájemným fázovým posuvem. Z tohoto důvodu nelze
interferenční mikroskop využít pro sledování dynamických procesů.
Mezi interferenční mikroskopy se řadí i první malosériový interferenční mikroskop na-
vržený W. Krugem a E. Lauem. Dalším příkladem interferenčního mikroskopu byl Hornův
interferenční mikroskop (1958). Jedná se o dva vedle sebe umístěné mikroskopy s rovno-
běžnými osami umístěné uvnitř Machova-Zehnderova interferometru (obrázek 2.2).
2.3. Holografické mikroskopy
Holografie byla teoreticky objevena v roce 1947 maďarským fyzikem Denisem Gáborem
(1900 - 1979, nositel Nobelovy ceny za fyziku, udělené v roce 1971). Holografie je metoda
trojrozměrného záznamu objektu. Spočívá v mimoosové interferenci referenčního světla
a svazku rozptýleného na pozorovaném objektu.
Holografický mikroskop má tu výhodu, že jsme schopni jediným snímkem rekonstru-
ovat objektovou vlnu, což umožňuje zvyšovat rychlost snímkování, a tedy i sledování dy-
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Obrázek 2.2: Machův-Zehnderův interferometr. Z - zrcadla, D - dělič svazku, A - pozoro-
vaný vzorek. Převzato z [18].
namických procesů. Holografické mikroskopy obvykle využívají obdobných interferometrů
jako interferenční mikroskopy, resp. interferometrů, které nejsou achromatické. V takovém
případě vyžaduje mikroskop koherentní osvětlení. Užití koherentního osvětlení ovšem vede
ke vzniku nežádoucích artefaktů (viz 2.2).
Možným řešením, jak nežádoucí artefakty odstranit, je spojení výhod In-line a Off-axis
mikroskopů využitím achromatického inferferometru a zdroje s nízkým stupněm kohe-
rence. Jako osvětlení lze využít rozměrný a spektrálně rozsáhlý zdroj, jakým je například
halogenová žárovka a zároveň lze obraz rekonstruovat z jediného snímku. Na ÚFI FSI
VUT v Brně se dlouhodobě zabývá vývojem achromatického holografického mikroskopu
skupina kolem Prof. RNDr. Radima Chmelíka, Ph.D.
2.4. Multimodální holografický mikroskop
Vývoj MHM, který byl popsán v článku [22], probíhá od roku 2009. Vychází z kohe-
rencí řízeného holografického mikroskopu první generace (CCHM1), který byl předmětem
disertační práce Ing. Pavla Kolmana, Ph.D. a jde o druhou generaci tohoto mikroskopu
(CCHM2).
U koherencí řízeného mikroskopu můžeme volbou koherence zdroje měnit zobrazovací
vlastnosti mikroskopu. Čím vyšší je stupeň koherence zdroje, tím silnější můžeme dělat
řezy vzorkem a tím větší je oblast, ve které můžeme tzv. numericky přeostřovat [19],[21].
Naopak snižování koherence světla vede k potlačování koherenčního šumu nežádoucích
obrazových artefaktů. Taktéž je potlačeno světlo rozptýlené difuzním prostředím, které
obklopuje vzorek [19].
Základem CCHM2, zobrazeném schematicky na obrázku 2.3 a v laboratorním sesta-
vení na obrázku 2.4, je off-axis achromatický interferometr s difrakční mřížkou umístěnou
v referenční větvi mikroskopu. Schéma MHM je obdobné jako v případě CCHM2 - liší
se typem difrakční mřížky. Optické schéma MHM je know how firmy Tescan Orsay Hol-
ding a.s. Z tohoto důvodu popíši fungování mikroskopu na schématu CCHM2.
Na rozdíl od CCHM1 je u CCHM2 k rozdělení svazku využito dělící kostky namísto
difrakčního děliče. Osvětlovací část se skládá ze zdroje světla S, aperturní clony A, in-
terferenčního filtru IF, kolektoru L a kondenzorů C1 a C2. Prostřednictvím děliče svazku
BS1 a zrcadel M1, M4 a M5 dělíme světlo na objektovou a referenční větev, které jsou vzá-
jemně rovnoběžné. Pro získání rovnoměrného osvětlení v obou větvích je sestava navržena
na principu Köhlerova osvětlení, kdy se zdroj světla zobrazuje kolektorem do vstupní pu-
pily kondenzoru [24]. Zkoumaný objekt a referenční objekt jsou pozorovány dvěma mi-
kroskopovými soustavami složenými z objektivů korigovaných na nekonečnou vzdálenost
(O1 a O2) a z tubusových čoček (TL1 a TL2). Právě oblast rovinných vln v prostoru mezi
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objektivem a tubusovou čočkou je zásadní výhodou oproti předchozí generaci CCHM.
Umožňuje snadný přechod do reflexního módu zavedením osvětlení polopropustným zrca-
dlem do prostoru nekonečných svazků, případně připojení přídavných pozorovacích nebo
manipulačních modulů, jakými jsou například spektroskopie, fluorescenční mikroskopie,
optický skalpel nebo optická pinzeta. Nová konstrukce mikroskopu též umožňuje zvětšení
prostoru mezi kondenzory a objektivy i mezi objektovou a referenční větví, což ulehčuje
výměnu objektivů a manipulaci se vzorky.
Obrázek 2.3: Schéma koherencí řízeného holografického mikroskopu druhé generace.
S – zdroj světla, A - aperturní clona, IF - interferenční filtr, L – kolektorová čočka,
BS – děliče svazku, M – zrcadla, C – kondenzory, R – referenční objekt, Sp – zkoumaný
vzorek, O – objektivy, TL – tubusové čočky, DG – difrakční mřížka, OL – výstupní čočky,
OP – výstupní rovina, α – úhel difraktovaného svazku vzhledem k ose interferometru,
β – úhel, pod kterým vstupuje difraktovaný svazek do výstupní roviny. Převzato a upra-
veno z [23].
Na rozdíl od CCHM1, který využíval difrakční mřížky jako děliče svazku, CCHM2
má difrakční mřížku umístěnou v referenční větvi mikroskopu v ohniskové rovině tubu-
sové čočky TL2. Difraktovaný svazek je přes dělič BS3 přiveden do výstupní čočky OL2
a po průchodu čočkou vstupuje do výstupní roviny OP pod úhlem β, pro nějž platí vztah:
sinβ =
sinα
mOL
, (2.1)
kde α je úhel difrakce svazku na mřížce DG a mOL je zvětšení výstupní čočky OL2. Zrcadla
M3 a M6 slouží k nastavení překryvu obrazů z referenční a objektové větve ve výstupní
rovině OP. K přivedení svazku z objektové větve do výstupní roviny slouží zrcadlo M2 dělič
svazku BS2 a výstupní čočka OL1. Ve výstupní rovině spolu interferuje barevně rozložený
svazek prvního difrakčního řádu z referenční větve se svazkem nultého difrakčního řádu
z objektové větve. Pro každou vlnovou délku existuje charakteristický úhel β, který je
takový, že všechny vlnové délky vytváří systém interferenčních proužků ve výstupní rovině
se stejnou prostorovou frekvencí fOP , též nazývanou nosná frekvence [26]. Tím je splněna
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Obrázek 2.4: Laboratorní verze koherencí řízeného holografického mikroskopu druhé ge-
nerace. Převzato z [22].
podmínka achromatičnosti interferometru. Nosná frekvence je s prostorovou frekvencí
difrakční mřížky fm ve vztahu:
fOP =
fm
mOL
. (2.2)
Rekonstrukce obrazu probíhá prostřednictvím rychlé Fourierovy transformace (FFT).
Schematicky je zpracování obrazu znázorněno na obrázku 2.5. Na zaznamenaný holo-
gram (obr. 2.5a) je užita rychlá diskrétní Fourierova transformace, čímž získáme spektrum
prostorových frekvencí (obr. 2.5b). Na výřez spektra kolem nosné frekvence aplikujeme
zpětnou rychlou Fourierovu transformaci (IFFT) a tím dostaneme komplexní amplitudu,
ze které získáme fázový obraz (obr. 2.5c) a amplitudový obraz (obr. 2.5d). Následně je
fázový obraz navázán a vyrovnán (obr. 2.5e).
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Obrázek 2.5: Grafické zobrazení rekonstrukce obrazové vlny. a) zaznamenaný hologram
s detailem interferenční struktury, b) spektrum světlých polí obou větví umístěné upro-
střed se spektry interferenčních proužků, c) obraz fáze, d) obraz intenzity, e) navázaný
a vyrovnaný fázový obraz, f) 3D rekonstrukce obrazu, FFT – rychlá Fourierova transfor-
mace, IFFT – inverzní Fourierova transformace. Převzato z [22].
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Kapitola 3
Optická pinzeta
3.1. Princip funkce optické pasti
Z důvodu vlnočásticové duality může být světlo chápáno jako elektromagnetická vlna
i jako proud částic, tzv. fotonů. Interaguje-li světlo s hmotou, chová se jako částicové
záření - proud fotonů s energii, určenou vztahem:
E =
hc
λ
, (3.1)
kde h je Planckova konstanta, c je rychlost světla (pro účely naších výpočtů 3 · 108ms−1)
a λ je jeho vlnová délka. Z experimentů s fotoelektrickým jevem je známo, že intenzita
záření je dána pouze počtem fotonů interagujících s hmotou, nikoli energií samotných
fotonů. Hybnost p fotonu je dána vztahem:
p =
h
λ
. (3.2)
Silové účinky světla lze popsat pomocí Newtonových zákonů. Dle druhého Newtonova po-
hybového zákona je síla spojena se změnou hybnosti. Změní-li se hybnost fotonů interakcí
s částicí, projeví se dle třetího Newtonova pohybového zákona tato změna i změnou hyb-
nosti samotné částice. Pro názorný popis sil vznikajících dopadajícím zářením využijeme
následujícího modelového příkladu:
Dopadá-li světlo na částici, mohou nastat dvě situace: odraz světla nebo průchod světla
částici a lom dle Snellova zákona (absorbci světla zde zanedbáváme). Odrazí-li se světlo
od částice, změna hybnosti fotonu je dána vztahem 2pcosα0, kde p je velikost hybnosti
fotonu a α0 je úhel dopadu fotonu na částici. Užitím předcházejících vztahů zjistíme,
že takto vzniklá síla je rovna vztahu:
F =
2P
c
cosα0, (3.3)
kde P je výkon zdroje světla. Bude-li výkon zdroje 150 mW a úhel dopadu 0◦, vyvolá
záření na objekt sílu 1 nN. Přihlédneme-li k faktu, že optická past má sloužit k zachytávání
mikroobjektů s hustotou blízkou hustotě vody, tedy hmotností v řádu 10−12 kg, zjistíme,
že síla vzniklá radiačním tlakem je řádově 100krát větší než síla, kterou na stejný objekt
vyvolá gravitační pole.
Aby k zachycení částice došlo, musí být síly držící částici v pasti silnější, než všechny
ostatní síly, které na částici působí. Síly radiačního tlaku se dělí do dvou skupin:
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1. Rozptylové síly, které působí ve směru dopadajícího záření a jejich velikost je úměrná
intenzitě záření. Dopadající záření je rozptýleno povrchem, čímž fotony mění hybnost čás-
tice, na kterou dopadají. Z důvodu osové symetrie jsou vznikající radiální síly vzájemně
kompenzovány a nevyrušená zůstane jen síla v ose dopadajícího záření. Pro ilustraci po-
slouží obrázek 3.1.
2. Gradientní síly, které působí ve směru gradientu intenzity záření. Jsou vyvolané silně
fokusovaným zářením a jejich velikost je úměrná velikosti gradientu intenzity záření. Vel-
kého gradientu intenzity lze docílit použitím objektivu s velkou numerickou aperturou.
Obvykle jde o imerzní objektivy, jejichž numerická apertura přesahuje hodnotu 1,2.
Výsledná síla působící na částici je dána vektorovým součtem rozptylové a gradientní
síly. V závislosti na poměru charakteristického rozměru zachytávané částice a vlnové délky
záření rozlišujeme několik metod popisu silových účinků záření na částici.
Obrázek 3.1: Schematické znázornění rozptylové síly. Konvergentní světelný svazek dopadá
na částici a rozptyluje je do všech směrů. Po součtu hybností rozptýlených fotonů zůstane
nenulová pouze složka hybnosti v axiálním směru.
Platí-li, že charakteristický rozměr částice je o mnoho větší než vlnová délka zachy-
cujícího svazku λ, pak můžeme použít aproximaci pomocí geometrické optiky. Paprsek
dopadající na zachytávanou částici se rozdělí na paprsek odražený a paprsek procháze-
jící rozhraním. Poměr energie odraženého a procházejícího paprsku se řídí Fresnelovými
vztahy. Pro případ odrazu můžeme aplikovat obdobný postup jako u modelového příkladu
výše. Dojde-li k průchodu svazku skrze rozhraní, svazek se láme. Svazek dopadá na plochu
částice s indexem lomu větším, než je index lomu okolního prostředí, což vede k tomu,
že se láme ke kolmici, prochází částicí a na druhém rozhraní se láme směrem od kolmice.
Těmito dvěma lomy je vyvolána změna hybnosti fotonu, a tedy i změna hybnosti částice.
Takto vzniklá gradientní síla přemísťuje částici směrem k ohnisku svazku. Pro ilustraci
poslouží obrázek 3.2.
Přesné vyjádření sil vzniklých interakcí světla s částicí popsal Arthur Ashkin v [28].
Pro gradientní sílu odvodil vztah:
Fgrad =
nmP
c
{
Rsin2θ − T
2[sin(2θ − 2ϑ) +Rsin2θ]
1 +R2 + 2Rcos2ϑ
}
, (3.4)
kde θ je úhel dopadu svazku na částici, ϑ je úhel lomu svazku po průchodu rozhraním
částice, R je odrazivost, T je propustnost a nm je index lomu prostředí, ve kterém se částice
nachází. Pro rozptylovou sílu Arthur Ashkin odvodil vztah:
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Obrázek 3.2: Gradientní síly působící na zachytávanou částici. Lom paprsků a a b. Změna
hybnosti paprsků vyvolává síly působící na částici. Výsledná síla F je součtem sil od všech
paprsků. Převzato a upraveno z [28].
Frozp =
nmP
c
{
Rsin2θ − T
2[cos(2θ − 2ϑ) +Rcos2θ]
1 +R2 + 2Rcos2ϑ
}
. (3.5)
Pro popis sil působících na zachytávanou částici s velikostí podobnou vlnové délce za-
chycujícího světla se nejčastěji používá zobecněná Lorenzova-Mieova teorie, která popisuje
interakci elektromagnetického záření s kulovými částicemi. Tato teorie je blíže popsána
v diplomové práci [25].
Je-li charakteristický rozměr částice o mnoho menší než vlnová délka zachycujícího
světla, lze využít aproximace pomocí Rayleighova rozptylu blíže popsaného v [28] a [29].
Avšak tyto částice již z důvodu jejich rozměru nelze pozorovat světelným mikroskopem.
Cílem optické pasti je vytvořit takový lokální extrém optické intenzity, aby gradientní
síly byly v rovnováze s rozptylovými silami a částice se ustálila v rovnovážné poloze, kde
je součet sil nulový (viz obrázek 3.3).
Obrázek 3.3: Síly působící na objekt v ose optické pasti. Znázornění rovnovážné polohy
v optické pasti. Převzato z [30].
Je-li částice uvězněna v optické pasti, lze silové působení na částici aproximovat line-
ární závislostí, kdy suma sil působících na částici je úměrná výchylce částice z rovnovážné
polohy. Vzhledem k tomu, že věznící síla působí proti výchylce částice, lze částici při malé
výchylce (a zanedbání odporových sil prostředí) považovat za harmonický oscilátor a tedy
jí přiřknout závislost:
F = −kx, (3.6)
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kde k je tuhost pasti a x je výchylka částice z rovnovážné polohy. Tuhost je základní
vlastností pasti. Pro její měření se používá vícero metod. My zde zmíníme dvě z nich,
které byly blíže popsány v článku [29].
1. Metoda Stokesova tahu využívá známého vztahu pro sílu, kterou vyvolává proudící
kapalina na částici. Ten má pro kulovou částici podobu:
F = 6pirηv, (3.7)
kde r je poloměr částice, η je viskozita kapaliny a v je rychlost proudění kapaliny. Ka-
palina proudící kolem částice vychýlí částici ze stabilní rovnovážné polohy do dynamické
rovnovážné polohy úměrné Stokesovu vztahu. V této situaci nastává rovnost:
kx = 6pirηv. (3.8)
Budeme-li snižovat výkon laseru a tedy i tuhost pasti, částice se bude pohybovat od středu
svazku až do chvíle, kdy Stokesova síla vytrhne částici z pasti. Ze záznamu pohybu čás-
tice pak můžeme určit rychlost proudění kapaliny, a tím i tuhost pasti úměrnou únikové
síle pro daný výkon laseru. Opakováním měření pro různou rychlost proudění kapaliny
můžeme získat závislost velikosti únikové síly na výkonu laseru.
Další variantou, jak změřit tuhost pasti, je zanechat částici ve stabilním prostředí
a vyvolat její oscilace pohybem stolku mikroskopu nebo optické pasti [31]. V takovém
případě je nalezení tuhosti pasti řešením rovnice pro kmitavý pohyb. Stokesova síla je
pak dána vztahem:
Fsto = 6pirηωx0sin(ωt), (3.9)
kde ω je úhlová frekvence kmitů a x0 je amplituda kmitů.
2. Metoda ekvipartičního teorému nezávisí na viskozitě prostředí, ve kterém se částice
nachází. Na částici uvězněnou v pasti působí síly náhodných směrů vyvolané tzv. Brow-
novým pohybem. Velikost síly vyvolaná Brownovým pohybem je úměrná teplotě prostředí,
ve kterém se částice nachází. Pro posunutí částice z rovnovážné polohy platí vztah:
1
2
kBt =
1
2
k < x2 >, (3.10)
kde kB je Boltzmannova konstanta (1, 38 · 10−23JK−1), t je termodynamická teplota pro-
středí a < ... > značí střední hodnotu veličiny.
3.2. Manipulace s objektem v optické pasti
Máme-li částici chycenou v pasti o známé tuhosti, nabízí se otázka, jak zajistit pohyb
pasti. K tomu lze využít více metod. Například můžeme laserové paprsky usměrňovat
pomocí sestavy pohyblivých skleněných hranolů tak, jak to bylo navrženo v disertační
práci Ing. Mojmíra Šerého, Ph.D. [30], nebo můžeme využít soustavu čoček pohyblivých
v axiálním i radiálním směru (obrázek 3.4), která byla součástí návrhu v disertační práci
Ing. Jana Ježka, Ph.D. [31].
Další využívanou metodou k posunu pasti je systém naklápěcích zrcadel umístěných
v soustavě čoček. Tento systém má tu výhodu, že umožňuje zachovávat stabilní polohu
soustavy čoček. K vychylování svazku lze využít dvou galvanooptických zrcadel, nebo
jednoho piezoelektrického zrcadla. Výhodou tohoto sestavení je, že úhel natočení zrcadel
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Obrázek 3.4: Optická pinzeta tvořená soustavou pohyblivých čoček, LS – laserový zdroj,
L1 a L3 – pohyblivé čočky, L2 a L4 – statické čočky, ∆x – posun čočky L1, ∆y – posun
čočky L3, MO – mikroskopový objektiv, δx – podélný posun optické pasti, δy – příčný
posun optické pasti. Převzato z [26].
je možné měnit velice jemně (≈ 0.05◦) [25] a rychle. V případě galvanooptických zrcadel
svírají spolu osy otáčení zrcadel úhel 90◦ (resp. jedno zrcadlo zaručuje naklonění svazku
a druhé naklopení svazku) a zrcadla jsou umístěna blízko sebe. Vzhledem k tomu, že
systém galvanooptických zrcadel je využit v modulu optické pinzety, jehož optimalizace
je předmětem této práce, budeme se tomu systému věnovat podrobněji v kapitole 4.
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Kapitola 4
Návrh optimalizace optické pinzety
pro multimodální holografický
mikroskop
4.1. Optická pinzeta s naklápěcími galvanooptickými
zrcadly
V rámci bakalářské práce Ing. Branislava Straky [25] byl ze dvou možností konstrukce
optické pinzety se stabilní polohou čoček vybrán návrh využívající naklápěcí galvanoop-
tická zrcadla. Tato varianta byla upřednostněna na úkor konstrukce s pohyblivým op-
tickým vláknem, která vyžadovala využití asférických čoček a nezaručovala dostatečnou
rychlost pohybu optické pasti.
Modul optické pinzety tvoří konektor k uchycení optického vlákna K, kolimační čočka
L1, dvě galvanooptická zrcadla GOM1 a GOM2, jejichž osy otáčení jsou na sebe kolmé
a expander laserového svazku tvořený dvěma spojnými čočkami (L2 a L3) v afokálním
sestavení. Schematicky je modul zobrazen na obrázku 4.1.
Abychom zaručili správnou funkci optické pinzety, musí být průměr svazku vstupu-
jícího do objektivu větší, než je průměr zadní apertury objektivu. Tím dosáhneme nej-
většího možného gradientu záření v základní i ve vychýlených polohách pasti. K tomu,
abychom toho docílili, slouží kolimátor a expander. Považujeme-li optické vlákno za bo-
dový zdroj, můžeme šířku svazku, zkolimovaného čočkou L1, vyjádřit vztahem:
d = 2f1tg[arcsin(NA)], (4.1)
kde f1 je ohnisková vzdálenost kolimační čočky a NA je numerická apertura optického
vlákna. Expanzní systém modulu je tvořen dvěma spojnými čočkami ve vzájemné osové
vzdálenosti c, která je dána vztahem:
c = f2 + f3. (4.2)
Průměr svazku vystupujícího z expanderu D je tedy dán vztahem:
D = d
f3
f2
, (4.3)
kde poměr f3/f2 vyjadřuje příčné zvětšení svazku expanzním systémem, které bude dále
značeno mexp. Pohyb optické pasti zajišťuje dvojice pohyblivých galvanooptických zrcadel,
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Obrázek 4.1: Schéma optického sestavení modulu optické pinzety. K - konektor k uchycení
optického vlákna, L1 – kolimační čočka, GOM - galvanooptická zrcadla, L2, L3 – expan-
derové čočky, DM – dichroické zrcadlo, O – mikroskopový objektiv.
umístěných mezi kolimátorem a expanderem. Zrcadla jsou umístěna tak, aby byla splněna
podmínka sdruženosti roviny zadní apertury objektivu s rovinou umístěnou uprostřed
mezi galvanooptickými zrcadly. Tato podmínka je splněna, platí-li rovnost:
a
2
+ b =
1
mexp
(
c− e+ f
mexp
)
, (4.4)
kde a je vzájemná vzdálenost mezi galvanooptickými zrcadly, b je vzdálenost středu dru-
hého galvanooptického zrcadla (GOM2) od čočky L2, d je vzdálenost čočky L3 od dichro-
ického zrcadla (DM) a e je vzdálenost dichroického zrcadla od zadní apertury objektivu
(viz obrázek 4.1).
Naklápění zrcadel vyvolává posun polohy pasti v ohniskové rovině objektivu vyjádřený
vztahy:
δx =
1
mexp
fobjtg2ψ, (4.5)
δy =
1
mexp
fobjtg2φ, (4.6)
kde fobj je ohnisková vzdálenost objektivu, φ je úhel náklonu GOM1 a ψ je úhel náklonu
GOM2. Celkový posun středu pasti v ohniskové rovině objektivu je dán vztahem:
δ =
1
mexp
fobj
√
tg22φ+ tg22ψ2. (4.7)
Maximální využitelnou výchylku pasti určují parametry kamery mikroskopu, objektivu
a výstupní čočky. Jinými slovy požadujeme, aby pinzeta pracovala v celém zorném poli
mikroskopu.
18
4. NÁVRH OPTIMALIZACE.. .
Pro maximální výchylku pasti v zorném poli mikroskopu platí vztah:
δmax =
√
χ2x + χ
2
y
2
1
mobj
1
mOL
, (4.8)
kde χx a χy vyjadřují rozměry snímacího čipu kamery, mOL je zvětšení výstupní čočky mi-
kroskopu a mobj je zvětšení objektivu. Ve výpočtech v této kapitole budeme předpokládat
že zvětšení mOL je rovno 4.
4.2. Původní podoba modulu optické pinzety
V diplomové práci Ing. Branislava Straky [24] byla optická pinzeta navržena tak,
aby tvořila samostatný modul připojitelný k multimodálnímu holografickému mikroskopu.
Optická sestava původního modulu se skládá ze tří čoček a dvou zrcadel.
K polohování svazku byla vybrána galvanooptická zrcadla SG20 od firmy 6thD, ovlá-
dané vstupním signálem ±5V a s maximálním nastavitelným náklonem ±20o oproti cen-
trální poloze. Velikost zrcadel je 6,5 krát 11 mm. Galvanooptická zrcadla SG20 nejsou již
k dnešnímu dni v prodeji. Obdobné produkty jsou k nalezení na stránce [33].
Jako kolimační čočka byla vybrána asférická čočka A240-B od firmy THORLABS
GmbH., s ohniskovou vzdáleností 8 mm a průměrem 9,94 mm, s antireflexní vrstvou
zaručující odrazivost menší než 1% pro vlnové délky 650 až 1050 nm [34].
Pro expander byly vybrány čočky od firmy EDMUND OPTICS Inc., konkrétně jako
čočka L2 byla vybrána 45-800 s ohniskovou vzdáleností 35 mm a průměrem 25 mm [35]
a jako čočka L3 byla vybrána 47-319 s ohniskovou vzdáleností 200 mm a průměrem 50 mm
[36]. Obě čočky mají podobně jako kolimační čočka garantovanou odrazivost menší než
1% pro vlnovou délku v blízké infračervené oblasti (dále NIR, podle anglického Near
Infrared).
K zachytávání částic do optické pasti se využívá laser Lumics LU1064M250 s vlnovou
délkou 1064 nm, zapůjčený Ing. Mojmírem Šerým, Ph.D. z Ústavu přístrojové techniky
Akademie věd České republiky. Vlnová délka nacházející se v NIR je pro zachytávání
vhodná z důvodu nízké absorpce biologických preparátů a vody. Rizikem užívání NIR
zdrojů je škodlivost záření pro lidský zrak. Tomu musí být uzpůsobena nejen manipulace
se zdrojem a modulem, ale i konstrukce samotného modulu (viz kapitola 4.4).
Spojení laserového zdroje s modulem zaručuje jednomódové optické vlákno s průměrem
100 µm, které je v pozdějších výpočtech nahrazeno bodovým zdrojem s numerickou aper-
turou 0,14.
Z optického hlediska je spojení modulu optické pinzety s optickou soustavou multi-
modálního holografického mikroskopu zprostředkováno přes dichroické zrcadlo s vysokou
odrazivostí pro NIR. Pro viditelné světlo má dichroické zrcadlo odrazivost přibližně 50%,
chová se tedy jako polopropustné zrcadlo. Připojení modulu optické pinzety k MHM je
schematicky zobrazeno na obrázku 4.2.
Protože dichroické zrcadlo v objektové větvi vyvolá změnu fáze světla vycházejícího
z objektivu, do referenční větve je vloženo stejné dichroické zrcadlo, které kompenzuje
fázový rozdíl v referenční větvi. Dále je potřeba do obou větví vložit infračervené filtry,
které zabraňují snižování kontrastu obrazu ve výstupní rovině způsobenému laserem.
Konstrukční návrh původního modulu optické pinzety je na obrázku 4.3. Skládá se ze tří
částí: kolimátoru laserového svazku, držáku galvanooptických zrcadel a expanderu lase-
rového svazku.
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Obrázek 4.2: Schéma znázorňující připojení modulu optické pinzety ke koherencí řízenému
holografickému mikroskopu druhé generace. LS – laserový zdroj, OF – optické vlákno,
DM – dichroická zrcadla, C – kondenzory, R – referenční objekt, Sp – zkoumaný vzorek,
O – objektivy, F - infračervené filtry, TL – tubusové čočky.
Obrázek 4.3: 3D model modulu optické pinzety navrážený v rámci diplomové práce
Ing. Branislava Straky. Převzato z [24].
Vzhledem k tomu, že optimalizovaná verze modulu optické pinzety využívá z původ-
ního modulu kolimátor laserového svazku a držák galvanooptických zrcadel, ve stručnosti
je nyní popíši.
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4.2.1. Kolimátor laserového svazku
Kolimátor laserového svazku, zobrazený v 3D modelu na obrázku 4.4 a v řezu na ob-
rázku 4.5, slouží ke zkolimování divergentního svazku vycházejícího z optického vlákna.
Vzdálenost mezi koncem optického vlákna (1) a asférickou kolimační čočkou (9) je
nastavitelná točením kolimační matice (12). Samotná čočka je usazena v tubusu (10) ki-
nematicky spojeném s kolimační maticí. Stálou polohu kolimační čočky zaručuje přítlačná
matice (8). Prostřednictvím kolimačního šroubu (11) je tubus pohyblivě spojen s manipu-
látorem optického vlákna. Vedení kolimačního šroubu je zajištěno perem (13), pohybujícím
se v drážce vyfrézované v tubusu. Vestavěná tlačná pružina (15) zvětšuje tuhost pohybu
kolimačního šroubu. Hlavní výhodou této konstrukce je, že se kolimační čočka pohybuje
pouze v axiálním směru. Manipulátor optického vlákna tvoří pouzdro (4), v němž je po-
hyblivě uložen držák optického vlákna (3), který je stavitelný v rovině kolmé k optické
ose. Pohyb držáku optického vlákna zajišťují dva šrouby (5, 6). K tomu, aby byly šrouby
ve stálém kontaktu s držákem, slouží tažná pružina (7). Posledním prvkem, který omezuje
pohyb držáku, je krycí deska (2).
Obrázek 4.4: 3D model kolimátoru laserového svazku. 1 - optické vlákno, 2 - krycí deska,
3 - držák optického vlákna, 4 - pouzdro, 5, 6 - ustavovací šrouby, 11 - kolimační šroub, 12
- kolimační matice.
4.2.2. Držák galvanooptických zrcadel
3D model držáku galvanooptických zrcadel je k vidění ze dvou pohledů na obrázku 4.6.
Primární funkcí držáku galvanooptických zrcadel je nastavování polohy galvanooptických
zrcadel tak, aby osa svazku procházela středem rotace zrcadel. Vzdálenost zrcadel je
dána fixně konstrukcí držáku a má hodnotu 6,5 mm. Stejně tak je dána fixně vzdálenost
středu GOM2 od vnitřní stěny přechodové desky expanderu, která má hodnotu 19,5 mm.
Tyto hodnoty zde uvádíme především s ohledem na vztah 4.4.
GOM (19, 27) jsou uchycena v posuvech (18, 26), které se pohybují v kolejnicích
(17, 25). Posouvání zrcadel ovládají šrouby (20, 28) podobné ustavovacím šroubům u ko-
limátoru. Pohyb posuvů omezují tlačné pružiny (21, 29) navlečené na vodících šroubech
(22, 30). K udržení posuvů GOM v kolejnicích slouží přítlačné lamely (23, 24, 31, 32)
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Obrázek 4.5: Řez 3D modelem kolimátoru laserového svazku. 1 - optické vlákno, 2 - krycí
deska, 3 - držák optického vlákna, 4 - pouzdro, 7 - tažná pružina, 8 - přítlačná matice,
9 - kolimační čočka, 10 - tubus, 11 - kolimační šroub, 12 - kolimační matice, 13 - pero,
14 - aretační prstenec, 15 - tlačná pružina.
z bronzového plechu. Spojení držáku GOM s kolimátorem a první částí expanderu za-
jišťují přechodové desky (16, 33).
K ochraně sestavy slouží plechové krycí desky (34, 35). Ty kromě ochrany GOM brání
pronikání světla do soustavy a slouží k ochraně zraku uživatelů modulu.
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Obrázek 4.6: 3D model držáku galvanooptických zrcadel. 16, 33 - přechodové desky,
17, 25 - kolejnice posuvu, 18, 26 - posuvy GOM, 19, 27 - GOM, 20, 28 - ustavovací
šrouby, 29 - tlačná pružina, 22, 30 - vodící šrouby, 23, 24, 31, 32 - přítlačné lamely, 34,
35 - krycí desky.
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4.3. Návrh optimalizace modulu optické pinzety
Základním požadavkem na optimalizovanou optickou pinzetu je, aby pinzeta tvořila
samostatný modul připojitelný k multimodálnímu holografickému mikroskopu (MHM).
Toto připojení je z mechanického hlediska umožněno spojením příruby modulu s protiku-
sem na boční straně MHM. Konstrukce MHM je obklopena termostatickým boxem, jehož
stěna je přibližně ve vzdálenosti 20 cm od stěny mikroskopu v místě, kde se připojuje
modul optické pinzety. Pro lepší pochopení situace poslouží obrázek 4.7
Obrázek 4.7: Prototyp multimodálního holografického mikroskopu. Šipkou je označeno
místo připojení modulu optické pinzety.
Na základě tohoto zadání jsem vytvořil optický a konstrukční návrh expanderu lasero-
vého svazku, který má přibližně tvar písmene L. Optická sestava modulu optické pinzety
se nyní skládá ze tří čoček a tří zrcadel. Při tvorbě optického návrhu jsem vyšel z pa-
rametrů čoček zakoupených pro realizaci dřívější verze modulu optické pinzety, dále je
v návrhu optické vlákno nahrazeno bodovým zdrojem s numerickou aperturou 0,14. Pla-
nachromatický mikroskopový objektiv - 100x/1,25 s předepsanou obrazovou vzdáleností
160 mm, určený pro pozorování bez krycího sklíčka, od firmy Lambda Praha s.r.o. - je
nahrazen paraxiální čočkou, jejíž ohnisková vzdálenost fobj je podle [30] určena vztahem:
fobj =
fTL
mobj
, (4.9)
kde fTL je ohnisková vzdálenost tubusové čočky mikroskopu a mobj je zvětšení objektivu.
Vzhledem k tomu, že tubusová čočka je pevnou součástí holografického mikroskopu, bude
objektiv i za cenu geometrických vad zobrazovat ze své ohniskové roviny. Novým prvkem
v sestavě je zrcadlo IM, s odrazivostí blízkou 100% pro NIR. Na základě výpočtů progra-
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mem ZEMAX (a se zahnutím dostatečné rezervy pro seřizování optické soustavy) jsem
vybral zrcadlo 87-381 od firmy EDMUND OPTICS Inc., s průměrem 25 mm a tloušťkou
4 mm [37]. Jako detektor je v mikroskopu použita kamera MR285MC BH od firmy Ximea
GmbH s rozlišením 1,4 Mpix a rozměrem čipu 9,0 krát 6,7 mm. Bližší informace ke kameře
lze získat na stránce [32].
V tabulce 4.1 jsou uvedeny parametry optické soustavy a všech jejich komponent. Se-
stavení uvedené v tabulce odpovídá střední hodnotě b, pro kterou je modul optické pinzety
zkonstruován (viz kapitola 4.4). Součet hodnot c′ a c′′ má stejný význam jako hodnota
c ve vztahu 4.4, resp. na obrázku 4.1. Hodnota c′ je proměnná v závislosti na nastavení
expanderového šroubu (viz kapitola 4.4), zatímco hodnota c′′ je stanovena fixně zvolenou
konstrukcí modulu. Hodnoty e a f nejsou pro účely návrhu pevně stanoveny. Stanoven je
pouze jejich součet, který dle vztahu 4.4 odpovídá zadané hodnotě b a fixní hodnotě a,
dané konstrukcí držáku galvanooptických zrcadel.
Označení R [mm] T [mm] D [mm] Použité sklo
K ∞
f1 5,86
L1 632,73 3,69 10 S-LAL13
L1 -5,48 10
k 30
GOM1 ∞ 3,3 zrcadlo
a 6,5
GOM2 ∞ 3,3 zrcadlo
b 26,2
L2 87,52 4 25 N-SF6
L2 20,11 11 25 N-LAK22
L2 -23,4 25
c′ 174
IM ∞ 25 zrcadlo
c′′ 59,41
L3 112,88 9 50 N-LAK22
L3 -112,88 5,5 50 N-SF6
L3 -1415,62 50
e 200
DM ∞ 25 zrcadlo
f 181,77
O, fobj = 2 mm 9
Tabulka 4.1: Parametry optických prvků optimalizovaného modulu optické pinzety. R - po-
loměr křivosti, T - osová šířka, D - průměr, označení komponent je v souladu s předchozími
ilustracemi.
Na obrázku 4.8 je Through focus spot diagram, který vyjadřuje velikost stopy svazku
v definované osové vzdálenosti od ohniska svazku. Elipsa znázorněná v diagramu je velikost
Aeryho disku, vyjadřující difrakční limit soustavy. Diagram je znázorněn pro nevychýlený
svazek, pro svazek vychýlený na okraj zorného pole mikroskopu při pozorování objektivem
se zvětšením 100krát (φ = 0, 69o, ψ = 0, 92o) a pro svazek vychýlený na okraj zorného
pole mikroskopu při pozorování objektivem se zvětšením 60krát (φ = 1, 14o, ψ = 1, 53o).
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Diagram odpovídá konfiguraci popsané v tabulce 4.1. Z diagramu je vidět, že geometrické
vady soustavy jsou v ohnisku svazku zanedbatelné proti difrakčnímu limitu soustavy.
Obrázek 4.8: Trough focus spot diagram pro 3 konfigurace soustavy v ohniskové rovině
objektivu a symetrický ve čtyřech rovinách blízkých ohniskové rovině objektivu. Všechny
udávané hodnoty jsou v µm. a) nevychýlený svazek při pozorování objektivem 100x/1,25,
b) svazek vychýlený náklonem GOM o φ = 0, 69o, ψ = 0, 92o při pozorování objektivem
100x/1,25 a c) svazek vychýlený náklonem GOM o φ = 1, 14o, ψ = 1, 53o při pozorování
objektivem 60x/1,4.
4.4. Konstrukční návrh optimalizovaného modulu op-
tické pinzety
Konstrukční návrh modulu optické pinzety pro multimodální holografický mikroskop
jsem vytvořil v programu SolidWorks 2007. Celá sestava modulu optické pinzety je na ob-
rázku 4.9. Sestava se skládá z pěti částí: kolimátoru laserové svazku, držáku galvanooptic-
kých zrcadel, první části expanderu, držáku zalamovacího zrcadla a druhé části expanderu.
Nově navržené komponenty pro modul optické pinzety budou ve většině vyrobeny
ze slitin hliníku EN AW-2030 a EN AW-2007, lamely jsou vyrobeny z bronzového ple-
chu CuSn6. Galvanooptická zrcadla a nosič zalamovacího zrcadla jsou koupeny v hotové
podobě, tudíž nemáme o materiálu použitém na jejich výrobu konkrétní informace. Obě
části expanderu a držák zrcadla jsou navrženy tak, aby pro jejich výrobu bylo zapotřebí
pouze tří kruhových polotovarů, jednoho čtyřhranného polotovaru a dvou plechů. Spojení
komponent zaručuje 33 šroubů M3 s jmenovitou délkou 8 mm a délkou závitu 5 mm,
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Obrázek 4.9: 3D model konstrukčního návrhu optimalizované optické pinzety pro MHM.
Šedou barvou jsou zvýrazněny současti, které jsou převzaté z původního návrhu optické
pinzety, zbylé barvy mají mnou navržené součásti.
4 stavěcí šrouby s průměrem 3 mm, délkou 3,5 mm a závitem po celé své délce a 1 stavěcí
šroub s průměrem 2 mm, délkou 3,5 mm a závitem po celé své délce.
4.4.1. První část expanderu laserového svazku
První část expanderu laserového svazku je k vidění jako 3D model na obrázku 4.10
a v řezu na obrázku 4.11. Celkově plní expander laserového svazku dvě základní funkce.
Expander slouží k rozšiřování kolimovaného svazku a k zajištění sdruženosti roviny zadní
apertury mikroskopového objektivu s rovinou uprostřed mezi galvanooptickými zrcadly.
Jde o teleskopický (afokální) systém dvou spojných čoček s variabilní vzájemnou vzdá-
leností. Z konstrukčních důvodů, popsaných výše v textu, je expander laserové svazku
rozdělen na tři části (první část expanderu laserového svazku, držák zalamovacího zrcadla
a druhá část expanderu laserového svazku).
První část expanderu plní dvě funkce. Prostřednictvím otáčení expanderové matice
(43), která je skrze aretační prstenec (44) spojena s expanderovým tubusem (39), lze
měnit optickou vzdálenost čoček L2 (38) a L3 (63 na obrázku 4.14). Tím lze dosáhnout
požadované afokálnosti optického systému modulu. Otáčením konjugační matice (41) pak
lze seřizovat vzdálenost mezi zrcadlem GOM2 a čočkou L2 v návaznosti na optickou vzdá-
lenost čočky L3 od zadní apertury mikroskopového objektivu (viz vztah 4.4). Ke spojení
konjugační matice s expanderovým tubusem slouží, stejně jako v případě expanderové
matice, aretační prstenec (42). Zásadní výhodou je, že tento posuv je umožněn při za-
chování stálé vzdálenosti čoček L2 a L3. Konjugační matice a expanderová matice jsou
navrženy tak, aby šlo součásti se stejnými parametry.
Spojení první části expanderu s držákem galvanooptických zrcadel je realizováno kon-
jugačním šroubem (36), který je spojen s přechodovou deskou na straně držáku galvanoop-
tických zrcadel (33 na obrázku 4.6) stavěcím šroubem. S držákem zalamovacího zrcadla je
spojena první část expanderu prostřednictvím expanderového šroubu (45), který je spojen
s přechodovou deskou na straně držáku zalamovacího zrcadla (47 na obrázku 4.12) čtyřmi
šrouby v kruhovém poli. Podobně jako v případě kolimátoru je pohyb tubusu vzhledem
k konjugačnímu šroubu (resp. expanderovému šroubu) zajištěn pery (40, 46), která za-
ručují axiálnost pohybu tubusu vzhledem ke konjugačnímu šroubu (resp. expanderovému
šroubu). Stabilní polohu čočky L2 zajišťuje přítlačná matice (37).
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Rozsah pohybu expanderového tubusu vzhledem ke konjugačnímu (resp. expandero-
vému) šroubu je 15 mm. Tím lze měnit vzdálenost mezi GOM2 a L2 v rozmezí 18,7 mm
a 33,7 mm, čemuž odpovídá vzdálenost e + f přibližně v rozmezí 128 mm až 617 mm.
Osovou vzdálenost čoček L2 a L3 lze měnit v rozmezí 225,34 mm a 240,34 mm.
Obrázek 4.10: 3D model první části expanderu laserového svazku. 36 - konjugační šroub,
41 - konjugační matice, 43 - expanderová matice, 45 - expanderový šroub.
Obrázek 4.11: Řez 3D modelem první části expanderu laserového svazku. 36 - konjuga-
ční šroub, 37 - přítlačná matice, 38 - čočka L2, 39 - expanderový tubus, 40, 46 - pera,
41 - konjugační matice, 42, 44 - aretační prstence, 43 - expanderová matice, 45 - expan-
derový šroub.
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4.4.2. Držák zalamovacího zrcadla
Na obrázku 4.12 je 3D model držáku zalamovacího zrcadla. Jeho funkcí je nést zala-
movací zrcadlo, které slouží k zalomení optické osy systému o 90◦. Držák zalamovacího
zrcadla je spojen s první a druhou částí expanderu přechodovými deskami (47, 61). Pohyb-
livost zrcadla (52) je zajištěna pohybem pusuvu (49) v kolejnici posuvu (48) podobně jako
je tomu u držáku galvanooptických zrcadel. Zalamovací zrcadlo je přilepeno na zakoupený
nosič zrcadla (51) [38], který umožňuje naklánění a naklápění zrcadla. K uchycení nosiče
zrcadla slouží držák nosiče zrcadla (50). K posouvání zrcadla je použit stejný systém jako
u držáku galvanooptických zrcadel (posouvání ovládá šroub (53), pohyb posuvu omezuje
tlačná pružina (54) navlečená na vodícím šroubu (55) a k udržení posuvů v kolejnicích
slouží přítlačné lamely (56, 57) z bronzového plechu). Spojení držáku nosiče zrcadla s po-
suvem zajišťuje stavěcí šroub. K udržení kompaktnosti držáku slouží spodní stěna držáku
(60). K ochraně optické soustavy a uživatele slouží krycí desky (58, 59).
Obrázek 4.12: 3D model držáku zalamovacího zrcadla. 47, 61 - přechodové desky, 48 - ko-
lejnice posuvu, 49 - posuv zrcadla, 50 - držák nosiče zrcadla, 51 - nosič zrcadla, 52 - zalamo-
vací zrcadlo, 53 - ustavovací šroub, 54 - tlačná pružina, 55 - vodící šroub, 56, 57 - přítlačné
lamely, 58, 59 - krycí desky, 60 - spodní stěna držáku.
4.4.3. Druhá část expanderu laserového svazku
Druhá část expanderu laserového svazku, zobrazená v 3D modelu na obrázku 4.13 a
v řezu na obrázku 4.14, slouží téměř výhradně jako držák čočky L3. Skládá ze ze čtyř
částí: držáku čočky L3 (62), čočky L3 (63), přítlačné matice (64) a příruby (65). Držák
čočky L3 je spojen s přechodovou deskou držáku zalamovacího zrcadla dvěma stavěcími
šrouby umístěnými proti sobě. Příruba je spojena s držákem L3 jedním stavěcím šroubem.
Příruba slouží k připojení modulu k MHM. Spojení s mikroskopem zajišťují čtyři šrouby
procházející čtyřmi dírami v přírubě.
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Obrázek 4.13: 3D model druhé části expanderu laserového svazku. 62 - držák čočky L3,
63 - čočka L3, 64 - přítlačná matice, 65 - příruba.
Obrázek 4.14: Řez 3D modelem druhé části expanderu laserového svazku. 62 - držák
čočky L3, 63 - čočka L3, 64 - přítlačná matice, 65 - příruba.
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4.5. Postup justáže modulu optické pinzety
Justáž modulu optické pinzety je prováděna ve dvou fázích. Nejprve dojde k seřízení
modulu na optické lavici, kdy se snažíme docílit toho, aby laserový svazek vycházející
z modulu byl v ose expanderu. Tato část je zároveň spojena s postupnou montáží mo-
dulu. Druhá fáze obnáší přípojení modulu k multimodálnímu holografickému mikroskopu
(MHM). Jedná se o sdružení roviny zadní apertury objektivu s rovinou nacházející se upro-
střed mezi galvanooptickými zrcadly (GOM) prováděné otáčením konjugační matice.
Dříve, než začneme s justáží a tedy i montáží modulu, spojíme kolimátor, první část
expanderu a druhou část expanderu s přechodovými deskami, které jsou součástí držáku
GOM a držáku zalamovacího zrcadla (IM). Toto spojení nám usnadní montáž v průběhu
justáže modulu.
Postup justáže na optické lavici:
1. Nastavení justážního He-Ne laseru tak, aby laserový svazek byl rovnoběžný s optic-
kou lavicí, resp. při pohybu stínítka po lavici se nesmí pohybovat stopa justažního
laseru.
2. Uchycení rovinného zrcátka na krycí desku kolimátoru (2).
3. Umístění kolimátoru laserového svazku na optickou lavici. Kolimátor musí být na la-
vici umístěn tak, aby se laserový svazek odražený od rovinného zrcátka překrýval
s laserovým svazkem vycházejícím z justážního laseru. Jinými slovy krycí deska ko-
limátoru musí být kolmá na osu optické lavice. Cílem je zajistit, aby osa kolimátoru
byla rovnoběžná s osou optické lavice.
4. Připojení optického vlákna (1) ke kolimátoru laserového svazku.
5. Zkolimování laserového svazku otáčením kolimační matice (12). Při pohybu stínítka
po lavici se nesmí měnit velikost stopy laserového svazku.
6. Nastavení držáku optického vlákna (3) prostřednictvím ustavovacích šroubů (5, 6)
tak, aby se při pohybu stínítka po lavici nepohybovala stopa laseru na stínítku (viz
obrázek 4.15).
7. Opakování bodů 5 a 6 dokud nezískáme zkolimovaný svazek rovnoběžný s osou
optické lavice.
8. Připojení držáku galvanooptických zrcadel.
9. Nastavení nulové polohy GOM (19, 27). Při pohybu stínítka po lavici by se neměla
měnit poloha stopy laserového svazku (viz obrázek 4.16).
10. Připojení první části expanderu laserového svazku. Je vyžadována souosost mezi
osou svazku a osou první části expanderu. Proto musíme prostřednictvím ustavova-
cích šroubů (20, 28) zajistit, aby se při pohybu stínítka po lavici neměnila poloha
stopy laserového svazku (viz obrázek 4.17).
11. Aretace posuvů GOM dotažením přítlačných lamel (23, 24, 31, 32).
12. Připojení držáku zalamovacího zrcadla.
13. Nastavení náklonu IM (52). Při pohybu stínítka po lavici by se neměla měnit poloha
stopy laserového svazku (viz obrázek 4.18).
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Obrázek 4.15: Justáž kolimátoru. ST - stínítka, He-Ne - justážní laser, RZ - rovinné
zrcátko.
Obrázek 4.16: Justáž držáku GOM.
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Obrázek 4.17: Justáž první částí expanderu laserového svazku.
Obrázek 4.18: Justáž držáku zalamovacího zrcadla.
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14. Připojení druhé části expanderu laserového svazku. Vyžadujeme, aby osa svazku
byla i osou druhé části expanderu laserového svazku, proto musíme prostřednictvím
ustavovacího šroubu (53) zajistit, aby se při pohybu stínítka po lavici neměnila
poloha stopy laserového svazku (viz obrázek 4.19).
Obrázek 4.19: Druhá část justáže držáku zalamovacího zrcadla.
15. Kolimace laserového svazku otáčením expanderové matice (43). Při pohybu stínítka
po optické lavici by se neměla měnit velikost stopy laserového svazku.
16. Připojení modulu k MHM a nastavení sdruženosti roviny zadní apertury mikro-
skopového objektivu s rovinou uprostřed mezi GOM otáčením konjugační matice
(41).
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Kapitola 5
Závěr
V bakalářské práci byl optimalizován modul optické pinzety pro multimodální hologra-
fický mikroskop (MHM). Důvodem ke konstrukčním zásahům byla současná nekompatibi-
lita modulu s MHM, který je umístěn v termostatickém boxu. Byl kladen důraz na snížení
hmotnosti a celkovou kompaktnost modulu. Na základě tohoto zadání byl vytvořen nový
konstrukční návrh expanderu laserového svazku pro modul optické pinzety.
Součástí bakalářské práce je popis uspořádání MHM, popis funkce optické pasti a sil,
které v pasti vznikají. Popsány jsou rovněž způsoby měření tuhosti pasti a několika metod
pohybu pasti.
Návrh optimalizovaného modulu byl podrobně popsán, a to včetně částí, které byly
přejaty z dřívější podoby modulu. Optická sestava modulu byla nasimulována v programu
ZEMAX. Prostřednictvím optimalizace návrhu byly geometrické vady systému potlačeny
natolik, že dominantní vadou systému zůstává už pouze difrakční vada, která je až řádově
větší než geometrické vady.
V programu SolidWorks 2007 byl vytvořen 3D model konstrukčního řešení modulu.
Nová konstrukce expanderu laserového svazku je přibližně o 15% lehčí a modul má celkově
menší zástavbové rozměry. Dále byla vypracována výkresová dokumentace modulu a nově
navržené komponenty modulu byly ke dni 8. 4. 2014 zadány do výroby.
V době odevzdání není výroba modulu hotova, proto nelze jeho funkčnost experimen-
tálně ověřit. Vzhledem k tomu, že galvanooptická zrcadla byla pozlacena 200 nm vrstvou
a u zakoupených čoček garantuje výrobce odrazivost blízkou 0% (resp. 100 % u zalamo-
vacího zrcadla), lze očekávat, že tuhost optické pasti při využití objektivu s dostatečnou
numerickou aperturou bude postačující pro zachycení řádově mikrometrových objektů.
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